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Summary 
Plant height is one 01' the important characters 1'or determining the agronomic performances on 
crops， including rice. A phytohormone， gibberellic acids (GAs) work as most effectiv巴growthregulator 
to involve in the plant height， through enhancing cel division and巴longation.The int巴rm巴diatesand the 
metabolic pathways 01' GAs have b巴巴nw己1charact巴rized，however the cellular receptor(s) and the details 
01' intracellular signaling pathway(s) have not cleared yet. In this study， toidenti1'y the gen巴sinvolved in 
the GA signaling pathways， w巴search1'or the candidates regulated by GA 1'rom GA3-tr巴at巴drice seed-
lings with subtr註ctionmethod. Firstly， 14 clones are obtained with乱PCR-basedsubtraction， and their ex-
pression patterns ar巴 checkedby using Northern-blotting. Finally， we have confirmed 4 up-regulated 
clones by Northern-blotting， but each clone shows diff，巴rentexpression patt巴rn.One 01' th巴up-r巴gulated
clone， P 10 encoding an S-phase sp巴cificribosomal prot巴inshows 1'astest response tim巴.This result sug-
gests that the cel division cycle is activated within 2 hours after GA3-tre昌tedrice seedlings 









































塩酸(pH8.2)， 90mM塩化リチウム， 4. 5mM EDTA， 1 % SDSJ及び2m]の水飽和フェノー
ルを加え，ポリトロン型ホモジェナイザー(IKALABORTECHNIK社， T25ベーシック)を用
いて最高速で約 1分間撹詳した.さらに 2m!のクロロホルムを加えてよく撹詳し， 40Cで8000
rpmにて10分鶴遠心分離した.この上清を新しい遠心管に移し， 2m!の水飽和フェノールと









poly-NRNAの調整は， Poly (A) Quik mRNA Isolation kit (STRATAGENE社)を吊いて行っ
た.total RNAは650Cで5分間の熱変性を行った後，氷上にて 1/10.量のサンプルパップアー
[lo.o.mMトリス一塩酸 (pH7.5)，1o.mM EDTA， 5 M塩化ナトリウム]を加え I高塩濃度バッ
ファー [lo.mMト1)ス 塩酸 (pH7.5)， 1 mM EDTA， o..5M塩化ナトリウム]により平衡化
した oligo-dTセルロースカラムに 2度通過させることで吸着させた.引き続きカラムを高塩濃
度バッファーで2回，低塩濃度バッファー [lo.mMトリス一塩酸 (pH7.5)，1 mM ED'L人， 0..1 
M塩化ナトリウム]で3回洗浄し，結合しなかった町ぜAをi徐去した後， 650Cに加熱した溶出
バッファー[lo.mMトリス一塩酸 (pH7.5)， 1 mM EDTA]により m貯.JAを格出した.
4‘ PCR・サブトラクション





mMトリスー塩酸 (pH8.5) ， 8 mM塩化マグネシウム， 3o.mM塩化カリウム， 1 mM DTT]， 
1 mM dNTPs及び20.ユニットの AMV逆転写酵素を加えて全量を10.μlとし，撹拝後420Cで90.分
間反応した.これを氷上に移し，二本鎖合成用バッファー [lo.mM塩化カリウム， lOmM硫
酸アンモニウム， 5mM塩化マグネシウム， o..15mMかNAD，2o.mMトリス一塩酸 (pH7.5)， 
o.o.5mg/ml BSA]， o..2mM dNTPs， 6.4ユニットの DNA polymerase， 12ユニットの RNaseH 
及び4.8ユニットの E.coli DNA ligas巴を加え160Cで2時間反応した後，更に12ユニットの T4





に80.%エタノー ルを加え， 14000rpmで10分間遠心分離を行い， 50.μlの滅菌水に溶解した.得
られた2本鎖cDNAは， 15ユニットのRsa1を用いて各々消化を行った.次に，これら各々
のcDNAの一部を 1/6に希釈したj容液にライゲーションバッファー [5o.mMトリス 堪酸
(pH7.8)， 10mM塩化マグネシウム， 2mM DTT， o..05mg/ml BSA]， 40.0ユニットの T4











バッファーを加えた後， 680Cで7分間加熱して得られた cDNA溶液に， PCR反応バッファー
[40mMトl}シン 水酸化カリウム (pH9.2)， 15mM酢駿カリウム， 35mM酢酸マグネシウム，
3.75μg/ml BSA， 0.005% Tween同20，0.005% Nonidet-P40J， 0.2n岱-1dNTPs， O.4J.LM PCRプ
ライマ-1及び、AdvantgecDNA polymerase mix (CLONTECH杜)を加えた25μlの反応液を
作成し 1回目のPCR反応、を行った.その後，得られた PCR反応溶液を 1/10に希釈し，nested 




腸薦 (XLlO“Gold， ST孔<¥TAGENE社)に導入した11) これを40μg/mlのX時Gal，50.μg/mlの
カルペニシリン及び1mMのIPTGを含むLB寒天培地上で37"Cにて一暁培養し，白色を呈し





スミドは FlexiPrepkit (Amersham Phmmacia Biotech社)を用いて精製した.
6舗シークエンス解析
シークエンス反応は， Big Dye Termination kit (Applied Biosyst巴ms社)を用いて行った.反
応は10μlスケールで行い， 200ngのプラスミドを鋳恕として M13-20または RV-Pプライマー






Cで5分間加熱した後氷上で急冷し， ABI PRISM 310 Genetic Analyzerを用いて塩基配列の
解析を行った.得られた塩基配列は， BLAST (Basic Local Alignment Se紅chTool)プログラム12)
を用いて GenBankデータベースに登録されている全配列との相向性の有無を検索した.また，





いた PCR反応を行い， T7及びSP6プロモーターを含む cDNA断片を増幅した.目的の DNA





らを鋳型として T7及びSP6 RNA polymerase及びDIGもしくは BiotinRNA labeling mix 








レンを，高 SDS濃度ハイブリダイゼーションパップァー [50%脱イオン化ホルムアミド 5
XSSC， 7 % SDS， 2 %ブロッキング試薬， 50mM 1)ン酸ナトリウムパップアー (pH7.0)， 
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Figure 1. 記長fectof GA3-trea出lenton elongating rice sedlings 








Table 1. List of clon巴dcDNA fragments in this exp巴nment.
Clone No. Accession No Gene products (Species name) 
Nl AP003277 UnknoWll protein (0，ツzasatiνα) 
N2 AC092697 PUlative peroxidase (OrYza sαtiva) 
N3 BF430568 Unknown protein (OI)'Zαsatiνα) 
Pl APO∞615 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (Oryza satiνα) 
P2 AC091123 Putative touris type MITE elel1ent (0円初 日 tl叩)
P3 D00643 Small subunit of ribulose-l.5四bisphosphatecarboxylase (0ηza sati¥'a) 
P4 AF010321 Photosystel1 1 antenna protein (01ツzasativa) 
P5 AP003852 Mannose-hinding lectin (Oryza sativa) 
P6 AP003279 Unknown protein (Oryza sativa) 
P7 M1l585 25S ribosol1al RNA (Oryza sativa) 
P8 BG835924 Unknown protein (Zea mays) 
P9 D47099 Unknown protein (Oryza sativa) 
PI0 AF052503 S叩phase-specificribosol1al prolein (Of)'za sativa) 
Pll D29711 High mobility group protein (Ol)'::.a sαtiva) 
十/change expressioll， -/ consititutive， ND/ not deteclable 























































考えられる.次に，発現に変化が認められた N3， P 3， P 4， PlOの 4クローンについて，更














Figure 2. Analysis of subtr乱ctedgene巴xp陀ssionpatterns on GA3-treated (+) or non-treated (一)1おeseedlings 
The blot was hybridized with DIG-labeled probe indicated the left. Hybridization of rice elongation factor 1-α(EF 1-α) 
and ethidium bromide-stained ribosomal RNA was used as乱control
。 2 4 告 自 12 24 
τim睦晶杭erGA3 application (1) 
Fig日間 3. MorphologicaJ analysis 01" GAl-treated rice seedlings 
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